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Tiivistelma

Taman tutkielman tarkoitus on kokeilla ja vertaidalaisia laajan geneettisen aineiston tut-
kimiseen tarkoitettuja tilastollisia menetelmia.d#oiota kiinnitetaan eri analyysimenetelmien
antamien tulosten samankaltaisuuteen ja siihemkeuihyvin ne sopivat aineiston ana-
lysointiin. Geneettiset aineistot ovat tilastoteriekannalta haastavia tutkittavia, silla muut-
tujat ovat usein toisistaan riippuvaisia ja niiataa olla aineistossa satoja tuhansia. Tassa
tutkielmassa onkin tarkoitus arvioida muutamaanersempad menetelmaa seka uudempia,
genetiikan tutkimuksille varta vasten kehitettyjéematelmida. Tarjolla olevista lukuisista
menetelmista tassa tutkielmassa kaytetganippumattomuustestia, logistista regressioana-
lyysia, kytkentaepatasapainoanalyysia ja haplotiptpkkien maarittamistad sek&andom
forest-algoritmia.

Avainsanat: y*-riippumattomuustesti, logistinen regressioanalyysytkentaepatasapaino,
haplotyyppiblokit, Random forest.
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1 Johdanto

DNA:n rakenteen maarittdminen vuonna 1953 oli &litgen lapimurto (Watson & Crick
1953), jonka seurauksena monimuotoisten sairaulssigtymisen syita voitiin alkaa etsimaan
ihmisen perimasta. Kuluneen 60 vuoden aikana mkng&tegeneettisen koodin selvitta-
miseksi ovat kehittyneet huimasti, ja ihmisen genelinperimé saatiin selville vuonna 2003
(Collins, Morgan & Patrinos 2003). Nykyaan laajojmko genomin kattavia geneettisia
aineistoja on paljon, mutta sopivat tutkimusmeme#t) joilla aineistot saataisiin hyddyn-
nettyd mahdollisimman hyvin, ovat viela kehitysaitie Monimuotoisten sairauksien, kuten
syoOpien, tutkimiseen raataloityja testejd ja algoeja on paljon. Usein eri menetelmien
antamat tulokset ovat kuitenkin ristiridassa kegién sekd aiemmin saatuihin tuloksiin
nahden ja siksi menetelmien vertaileminen ja edellgehittaminen on tarkeda. (Cantor,
Lange & Sinsheimer 2010.)

SNP-markkerit eli yhden eméksen polymorfismit ogabsittuja tutkimuskohteita mm.
syOpasairauksien tutkimuksissa, silla ne kattagéiblgenomin ja aineistoja on helposti saata
villa tietokannoista. SNP-markkereiden avulla vaidagenomista paikantaa alueita, joilla on
merkitystd perinnollisten tautien syntymiseen. SN&kkerit ovat haastava tutkimuskohde
tilastotieteen kannalta, silla monien perinteisteenetelmien oletukset, kuten muuttujien
riippumattomuus, eivat SNP-aineistojen kohdallagpad

Tassa tutkielmassa aineistona on noin 91 000 SNRkexdn rintasyOpaaineisto, jossa on
84 syOpatapausta ja 393 verrokkia. Rintasyopatagetudvat Tampereen yliopiston Bioladke-
tieteellisen teknologian instituutin kerddmia ybtgdssd Tampereen yliopistollisen sairaalan
kanssa ja verrokkirynma on saatu pohjoismaisestaistiioprojektistaNordic Centre of
Excellence in Disease Genetidsttp://www.ncoedg.org/). Tavoitteena on loytadlaseen
analyysimenetelmd, jonka avulla voidaan kartoittaalueet genomista, joilla voi olla vaiku-
tusta syovan syntymiseen. Analyysissd on tarkattesa huomioon SNP-markkereiden vai-
kutus seka yksittain ettéa ryhmina.

Aineiston laajuus asettaa monia haasteita niintetéyille menetelmille kuin tieto-
koneiden laskentatehokkuudelle. SNP-markkerit tiistaensin yksittain kayttaen?-testia
seka logistista regressioanalyysid. Samalla tagkast testien antamien tulosten yhden-
mukaisuutta ja monimuuttujaisen aineiston yhteydlesgeistd hylkays-virhetta fglse
discovery ratg Ryhmittelyyn kaytettiin kytkentdepatasapainontainaa, jonka avulla SNP-
markkerit ryhmiteltiin haplotyyppiblokkeihin. Haplgyppiblokkien vaikutusta henkilon
sairastuvuuteen testattiin myos logistisella regjoamalyysilla. Haplotyyppiblokeista piirret-
tiin lisaksi kuvat, joiden avulla ndhdaan blokksjoittuminen kromosomeissa.

SNP-markkerit ryhmiteltiin vielaRandom forest-menetelmélld, joka on Breimanin
(2001) kehittama nopea ja tehokas koneoppimiseemsfuva luokittelualgoritmiRandom
forest pyrkii I6ytdmaéan aineistosta sellaiset muuttujatka jakavat havainnot parhaiten
syOpaa sairastavien ja terveiden kesken. Menetsbpa hyvin tassa tutkielmassa kaytetyn
aineiston tapaisille laajoille aineistoille, siENP-markkereiden valiset riippuvuudet eivat ole
algoritmille ongelma. Lopuksi kaikkien menetelmitrnoksia vertaillaan kesken&én ja arvi-
oidaan, onko jokin menetelmista muita parempi.



2 Aineiston kuvaus

Ihmisen perima on tallennettu solun tumaan kromasbim DNA-ketjuksi, joka koostuu
sokeri-fosfaattirangasta ja neljan emaksen, adenitgmiinin, guaniinin ja sytosiinin, muo-
dostamasta geneettisestd koodista. Naiden emastanéinen jarjestys maaréda geenien
iimentymé&n. Perim&n muutoksia sanotaan mutaatigaksietetaan, ettd nailla mutaatioilla on
yhteys monimuotoisten sairauksien syntymiseen.

Kirjainyhdistelma SNP tulee englanninkielen sateoséngle nucleotide polymorphisnpa
se voidaan suomentaa yhden emaksen monimuotoissiud&P on siis yhden emaksen pis-
temutaatio, joiden avulla voidaan tutkia perimanagaisuuksia ihmisten ja populaatioiden
valilla. Ne ovat suosittuja tutkimuskohteita mmop§isairauksien syntymekanismin maarit-
tamisessa, silla ne kattavat koko genomin ja nyqjtkalla ne ovat helposti mitattavissa.

Tutkielman aineistona on genominlaajuinen rintagygpeisto, jossa on noin 91 000
SNP-muuttujaa. Aineistossa on 84 rintasybpatapaas@93 verrokkia, joista kaikki ovat
naisia. Rintasyopatapaukset ovat Tampereen ylmpiBiolaédketieteellisen teknologian insti-
tuutin kerddmia yhteistydéssa Tampereen yliopisetlisairaalan kanssa ja verrokkiryhma on
saatu pohjoismaisesta yhteistyoprojektisiardic Centre of Excellence in Disease Genetics
(http://www.ncoedg.org/).

2.1 lhmisen genomi ja SNP-markkerit

Ihmisen geneettinen koodi on Kirjattu solujen tunkammosomeihin, joita ihmisella on 23
paria. Kromosomiparista toinen on periytynyt isgétdoinen aidiltd. Kromosomeihin pakattu
DNA-ketju koostuu fosfaatti-sokerirangasta, joham lainnittynyt emaksia. Nama nelja eri
emasta, adeniini (A), tymiini (T), guaniini (G) gtosiini (C), muodostavat geneettisen koo-
din. DNA:n kaksois-kierteista rakennetta kutsuthafhksiksi. Kaksijuosteisessa DNA-helik-
sissa kahden ketjun emékset ovat kiinnittyneetfitsia niin, ettéd adeniini saa parikseen aina
tymiinin ja guaniini sytosiinin. Molemmissa ketjgs on sama geneettinen koodi, mutta ne
ovat toistensa komplementteja. Koska kromosomejpaoitiinen maara, on ihmisella yhteen-
sa nelja kopiota samasta geenista (lukuun ottarsaka-puolikromosomeja X ja Y). (Engle,
Simpson & Landers 2006.)

Kuvassa 1 on havainnollistettu periman rakenneieomosomiparit ovat toistensa
kaltaisia, silla ne sisaltavat samat geenit. GeeRmodi saattaa kuitenkin vaihdella kromo-
somien kesken, silla parista toinen on perittytésd toinen aidiltd. DNA on pakattu kromo-
somiin kaksoiskierteena eli heliksing, jonka juesiavat kesken&én identtisia, mutta komple-
mentteja. Toista juostetta luetaan siis oikealtsewamalle ja vastakkaista vasemmalta
oikealle. Geenit ovat osana DNA-juostetta, jotededsa kaksoiskierteessa on geenista kaksi
identtistéd kopiota. Koska kromosomiparin kromososigéaltavat samat geenit, on yhdesta
geenista yhteensa nelja kopiota.
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Kuva 1 DNA ja geenit kromosomissa.

Ihmisten genomit ovgbpa noin 99,9 % samanlaisia. Geneettisilla mariKartarkoitetaan
genomien valisid eroja, joiden avulla voidaan wtgenomin ilmentymiereroavaisuuksia
yksildiden tai populaatioiden valilla. Taisia markkereita ovat myd@NF-markkerit. SNP,
joka on lyhennenglanninkielen sanoissingle nucleotide polymorphiswoidaan suomentaa
yhden emaksen polymorfigksi eli monimuotoisuudeksi. SI-markkeri ovat siis perin-
nollisid yhden emaksemutaatioiti eli pistemutaatioita, jotka mitatadenkilon molemnsta
kromosaniparin kromosomeis. Saman SNP-markkerieri muotoja sanotaan alleeleil
(Engle et al. 2006.) Kuvasgaon aukaistu kromosomiparin DNA-ketgupamasta kohtaa,
SNPon merkitty nuolella. Kuvan SM-markkerin alleeliksitulisi siis joko AC ti TG, riip-
puen kummalta juosteelta emakset luel Useamman SNP-markkermuodostamaa en-
ten ryhmagkuten AAGACC) sanotaan haplotyypik SNP:n sijaintia DN-ketjussa sanotaan
lokukseksj joka maaritetddn err-parin (bp,base paiJ jarjestysnumeron justeella. Esi-
merkiksi kuvan 2ZSNP:n lokus n 28.
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Kuva 2. SNP:n maarittdminen DNA-ketjusta.

Nykyaan kaytossa ovat genominlaset SNP-markkerisit, joilla voidaan samanaikaise
analysoida miljoonia SNPRzarkkereita tuhansista yksildistd. Tama mahdoHigjaneettise
epidemiologisen tutkimuksen sairauksissa, joissasden aiheuttajana ei ole vain yksi-



neettinen muutos. NykytietAmyksen mukaan mm. syip&airaus, joka johtuu useista peri-
man muutoksista yhdistettynd ymparistotekijoinEndle et al. 2006.)

2.2 Geenikartoitus ja monimuotoisten sairauksien geneitkka

Ihmisen geneettinen koodi saatiin kartoitettua k@ksuudessadduman Genome Projectissa
vuonna 2003 ja se kasittaa koko 3*Ifituisen DNA-ketjun emékset. Koko ketjussa koo-
daavia geeneja arvellaan olevan n. 25 000 ja geengntd on yha kaynnisséa oleva projekti.
Yksilon genomia sanotaan genotyypiksi ja geenigreiitymada, kuten syopaa, fenotyypiksi.
SNP-markkerit ovat merkittdva apu uusien geenigtaldisessa seka perinnéllisten sairauk-
sien kartoittamisessa, silla niiden avulla koko @yansaadaan tiivistettyd satoihin tuhansiin
alleeleihin. Siten on helpompaa paikantaa ne kobdéA-ketjussa, joilla on merkitysta esi-
merkiksi sydvan syntyyn. (Botstein & Risch 2003.)

Geenikartoituksen avulla pyritdan 16ytamaan tdlisten yhteys geneettisen markkerin ja
ilmiasun valille ja selvittdm&an, kuinka suuri osutlmiasusta voidaan selittaa geneettisilla
tekijoilla. Geenikartoitukseen on olemassa paasailkaksi lahestymistapaa: kytkentaanalyysi
ja assosiaatioanalyysi. Kytkentdanalyysisséa taglasin sairauden periytymistad perheaineis-
tossa. Kytkentaepatasapainoon perustuvassa asgmsiadyysissa aineisto kerdtdén vaes-
tosta, jossa sairautta esiintyy. (Ollikainen & Unr2004.)

Perinndlliset sairaudet voivat olla joko monogséhnieli ynden geenimuunnoksen aiheut-
tamia, tai polygeenisia eli monitekijaisia. Kun kgssd on syévan kaltainen monitekijainen
sairaus, mikdan geeni yksindan ei riitéa selittam@édilon sairastumista vaan periman muu-
toksia tarvitaan useita. Sanotaan, ettd monitekggd sairauksissa geneettisen markkerin vai-
kuttavuus €ffect sizepn pieni eli populaatiossa tietyn genotyypin kista vain osa ilmentaa
kytkeytynytta ilmiasua (epataydellinggenetranssi) Monogeenisen taudin ollessa kyseessa
genotyypin vaikuttavuus on suuri ja penetranssesaiiydellinen eli jopa kaikki tietyn mutaa-
tion kantajat ilmentavat siihen assosioitunuttaakoa. (Engle et al. 2006.)

2.3 Aineisto

Taman tutkielman aineisto koostuu kahdesta eriigtivs&ta siten, etta syOpatapaukset ja
kontrollitapaukset ovat eri lahteista. Rintasydpat&set ovat yhteistydsséa Tampereen ylio-
piston Bioladketieteellisen teknologian instituuti@ Tampereen yliopistollisen sairaalan
keraamia ja naytteet on otettu suomalaisilta rydpapotilailta. Verrokkiryhma on saatu
kayttoon pohjoismaisesta yhteistyoprojektidiordic Centre of Excellence in Disease
Genetics(http://www.ncoedg.org/). Myos kontrollitapauksatat suomalaisia. Lopullisessa
aineistossa rintasyopéatapauksia on 84 yksiloa fjeokieeja 393 yksiloa. Kaikki aineiston yk-
silét ovat naisia.

Alun perin SNP-markkereita oli tarkoitus analysoidain 300 000, perustuen sy6pa-
tapauksien genotyypin maarittdmisessa kaytettyyR-SiKuun (HumanCytoSNP12, lllumina,
Inc, San Diego, CA, USA). Mutta sairastuneidengarekkiryhman SNP-markkereiden yhta-
laisyys oli toivottua huonompi, johtuen verrokkiganotyypin maarityksessa kaytetyn sirun
(Affymetrix 550K, Santa Clara, CA, USA) ja HumanG8NP12 sirun valisista markkereiden
eroista. Vaikka verrokkiaineistossa oli markkeraitaninkertainen maara (noin 550 000) syo-



patapausten markkereihin nahden, lopulliseen @owmismarkkereista paatyi alle kolmannes
eli noin 91 000.

Aineistojen yhteensovittamisessa ilmeni myos usaiigelmia, jotka oli ratkaistava ennen
varsinaisia analyysejd. Kun SNP-aineistoa kootaamd&sta eri lahteestd, on otettava huo-
mioon monia sellaisia asioita, jotka voidaan jattégmiotta, jos koko aineiston markkerit
olisivat maaritetty samalla menetelmalla. Koska Dk&ju on kaksijuosteista, on oltava tark-
ka siita, ettd molemmat SNP-aineistot on mitatmaasuuntaiselta juosteelta. Muutoin SNP:t
ovat jo lahtokohtaisesti vastakkaisia ja tuloks#ing.
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Kuva 3. SNP-markkereiden jakautuminen kromosomeihin. Vaadselilla on kromosomin numero
ja pylvaiden paassa on SNP-markkereiden tarkkanha&wa.

SNP-markkereiden lukumaara lopullisessa aineistoss81 037 ja niitd on koko genomin
laajuudelta. Jokaisella SNP-markkerilla on 1-3eadiée Kuvasta 3 voidaan tarkastella, kuinka
SNP-markkerit ovat jakautuneet eri kromosomeilleitéh markkereita on kromosomissa 2 ja
vahiten kromosomissa 22. Keskimaarin markkereitanoim 3 960 yhdesséd kromosomissa.
Aineiston ulkopuolelle jaaneitd markkereita vart#ntarkoitus hankkia lisda kontrollidataa,
mutta niitd ei otettu mukaan tdman tutkielman aysig, silla eri lahteiden kayttd voisi ai-
heuttaa harhaa tuloksiin.



3 Analyysimenetelmét

Koko genomin kattavia SNP-aineistoja on ollut k&g jo vuosia ja uusia menetelmié aineis-
tojen analysointiin kehitetdan jatkuvasti. SNP-nkark ovat tilastotieteen kannalta haastavia
tutkittavia, silla useiden perinteisten menetelmdetukset, kuten tarkasteltavien muuttujien
rippumattomuus, eivat SNP-markkereiden kohdalladepa Lisaksi DNA:n tutkimus-
menetelmien kehittyminen on johtanut siihen, efiP&ineistot ovat nykyaan valtavia. Tal-
laisia aineistoja varten taytyy siis kehittda taysusia analysointimenetelmia tai ainakin kay-
tossé olevia on muunneltava aineiston tarpeitaemart

SNP-aineistojen analysoinnissa kaytetdan kuiteniié klassisia tilastollisia analyy-
simenetelmia, kutemz-testia ja logistista regressioanalyysia. Vaikkanadnmenetelmat eivat
huomioi SNP-markkereiden keskinaisia riippuvuussitat voidaan niiden avulla saada yleis-
nakemys aineiston listutkimuksia tarvitsevistaesta. Suuretkin aineistot voidaan analysoi-
da y*-testilla nopeasti, mutta tuloksia on syyta tarkbatkriittisesti ns. vaarien positiivisten
tulosten takia. Tassa tutkielmassa hylkaysvirhedi&ioitin kayttden Benjaminin ja
Hochbergin (1995) kehittam&DR-kontrollia.

SNP-markkereiden keskinaisen riippuvuuden tarkaste on monenlaisia lahestymis-
tapoja. Datan louhinta ja muuttujien klusterointiab laajalti kaytettyjA menetelmia, joilla
samantyyppisid markkereita jaetaan ryhmiksi. (Gaetoal. 2010.) Samantapainen ryhmit-
televd menetelma on SNP-markkereiden kytkentaeg@aasoon perustuva haplotyyp-
piblokkien muodostaminen. Siind vierekkaisille Shidrkkereille lasketaan kytkentadepata-
sapainomitta, joka kuvaa markkereiden vélisen kytiée voimakkuutta. Voimakkaassa kyt-
kennéssa olevat markkerit jaetaan blokkeihin diinmyn, jolloin muodostuu monen mark-
kerin alleelien yhdistelmia eli haplotyyppeja. Némdhaplotyyppien vaikutusta sairauden syn-
tymiseen voidaan testata perinteisin menetelminerkulogistisella regressioanalyysilla.
(Gabriel et al. 2002.)

Monenlaiset ryhmittelyalgoritmit ja koneoppimiseparustuvat menetelmét ovat viime-
aikoina tuoneet uusia vaihtoehtoja SNP-aineisttygkimiseen. Tallaisiin menetelmiin kuu-
luu mm. Breimanin (2001) kehittdniBandom forestalgoritmi, joka jaottelee aineistoa luo-
kitteleviin paatospuihin perustuvilla luokittelij@. Algoritmi pyrkii I16ytamaan muuttujien
joukosta ne, jotka jakavat yksilot parhaiten tesiieija sairastuneisiin, ja laskee joka muut-
tujalle sen luokittelukykyyn perustuvan tarkeysiksia. Genominlaajuisten aineistojen tutki-
miseen taman ajatellaan sopivan hyvin, joten algnsia on kehitetty SNP-aineistoja varten
oma versidRandom Junglgonka julkaisivat Schwarz, Konig ja Ziegler vu@n2010.

Tassa tutkielmassa aineisto analysoidaan epStestilla ja logistisella regressioana-
lyysilla. Naiden testien tulosten perusteella ntaféan genomista ne alueet, joilla voidaan
epdilla olevan sybvan syntymiseen vaikuttavia ggertgaatuja tuloksia korjataan hylkays-
virheen takia FDR-menetelmalla. Taman jalkeen SN#tkkerit ryhmitellaan haplotyyppi-
blokkeihin kytkentaepatasapainoanalyysin avullaga saadut haplotyypit testataan logisti-
sella regressioanalyysilla. Blokeista piirretaanosikuvat Haploviewohjelmalla (Barrett,
Fry, Maller & Daly 2005), jolla voidaan tarkastelaiten blokit ovat kromosomeissa jakautu-
neet. Aineisto analysoidaan vidRandom forestalgoritmilla ja algoritmin valitsemat SNP-
markkerit testataan vielg-testilla. Lopuksi tarkastellaan tulosten yhdennisikatta ja pohdi-
taan, onko jokin menetelm& muita parempi syopasisian ja SNP-markkereiden tutkimi-
seen.



3.1 y*-riippumattomuustesti

Aineisto analysoitiin aluksi kayttaeyf-testia. Kaksiulotteisessg-testissa verrataan jokaista
SNP-markkeria fenotyyppimuuttujaan ja testataardemii riippumattomuus. Teoreettiset
todennakoisyydet kolmen alleelin SNP-markkerin tégsassa ovat taulukossa 1.

Taulukko 1. SNP-markkerin alleelien teoreettiset todennakdlsyy

Fenotyyppi Alleeli1 Alleeli 2 Alleeli 3 | summa
0 P11 P12 P13 P+
1 P21 P22 P23 Po+
summa p+1 p+2 p+3 p++

Taulukossa Jj on todennakoisyys sille, etta havainto on solijsddikali henkilo on terve ja
hanella on taulukon 1 SNP-markkerissa alleeli ) hi= 1 jaj = 2 jolloin p; on siis pio.
Merkinta pi+ tarkoittaa rivini yhteenlaskettua todennakoisyyttapa sarakkeerj todennéa-
koisyytta, jolloin esimerkiksi sairastuneiden yhtlskettu todennékdisyys olisi taulukon 1
tapauksessa,.. Testattavan hypoteesii, ollessa voimassa oletetaan, ettd muuttujat ovat
riippumattomia. Hypoteesiy on siis

Ho: pij = PisP+j -

HypoteesinH, ollessa voimassa todennékdisyydgnsuurimman uskottavuuden estimaatti
pij lasketaan kaavan

A oA oA My Ny
Pij = Pi+P+j = —_—

Nyy Ny
mukaisesti, jossa frekvenssijt ovat alleelien havaittuja frekvensseja kuten taodisa 2.

Taulukko 2. Alleelien havaitut frekvenssit.

Fenotyyppi Alleeli 1 Alleeli 2 Alleeli 3| summa
0 Ny1 Ny Ni3 N1+
1 N1 177) N2z Mo+
summa N,y N.; N.3 Nt

Havaittuja frekvensseja; verrataan odotettuihin frekvensseilejn jotka lasketaan kaavan

N4 Ny j

] ++F)
Nyt

mukaisesti. Muuttujien riijppumattomuutta kuvaagdestisuure lasketaan kaavalla
r

S
2 = Z Z (ni; —e;;)?
h e

i=1 j=1



missar on rivien jas sarakkeiden lukuméaérd. Hypoteesln ollessa voimassa testisuq@f{a

noudattaa asyptoottisegfijakaumaa vapausasteilla-(1)(s - 1). Saadusta testisuureesta voi-
daan laskea p-arvyg-jakauman avulla seuraavasti

p="P (xi,f, > xi),

misséa d. f. degrees of freedonmerkitsee ylla mainittuja vapausasteita. Fengtyyuttujal-

la luokkia on kaksi, terveet ja sairastuneet, m8ttd-markkereilla luokkia voi olla 1-3 allee-
lien lukumaarasta riippuen. Mikali saatu p-arvoppenempi kuin 0,05, voidaan eroja pitaa ti-
lastollisesti merkittavina. (Agresti 1990.)

Testattaessa suurta muuttujajoukkoa pitdéd ottaanlmon testattavan hypoteesin hylkaa-
miseen liittyvid virheita ja etenkin tyypin 1 virhenisséa testattava hypoteess on oikein,
mutta testi hylkda sen. Tatd virhettd kutsutaarkdygvirheasteeksiFOR, false discovery
rate) ja sitéa voidaan kontrolloida mm. Benjaminin jadhbergin (1995) kehittdmalleDR-
kontrollilla. Merkitdan kaikkien valintojen lukumé R. Merkitdén lisaksi virheellisten va-
lintojen maaran suhdetta kaikkien valintojen ma&&a@a= VvV / R Yleensa virheellisten valin-
tojen maarad ei tiedetd, jolloin my6€ on tuntematon satunnaismuuttuja.

Olkoon FDR hylkaysvirheiden osuuden odotusarvo kaikista nieekiksi valituista p-
arvoista el

FDR = E(Q) = P(R > 0)E(V/R|R > 0).

Olkoot p-arvot jarjestetty pienimmasta suurimp@ag pe),..., Rny, jolloin hylkaysvirheiden
kontrollointi voidaan suorittaa valitsemalla enaaklynnysarvay. Merkitsevaksi valitaan ne
p-arvot, jotka eivat ylitd Benjaminin ja Hochberdiynnysarvoa

i )
tpgy = max{p(i):p(i) < ;q,O <i< n}.

Jos kaikki p-arvot ylittavat kynnysarvdy, yhtdéan p-arvoa ei valita merkitsevaksi. Benjamini
ja Hochberg osoittivat, ettd jos p-arvot hypotedsjnvallitessa ovat keskenaan riippumatto-
mia, FDR-valintamenetelma pyrkii maksimoimaan valittujemojen luku-maaran niin, etta
FDR on silti annetun kynnysarvon alapuolella.

3.2 Logistinen regressioanalyysi

Logistista regressioanalyysia pidetadn tarkeimgéaokitteluasteikollisen aineiston mallinta-
mismenetelmana ja sita kaytetdan laajalti erilaist@eistojen analysointiin. Siina selitettava
muuttuja’Y on binaarinen, eli se voi saada kaksi toisensasptkevaa arvoa. Merkitdan
todennéakdoisyytta

7)) =P(Y =1|X =x) =1—P(Y = 0|X = x),

missaX on selittdva muuttuja jaon muuttujan saama arvo.



Yksinkertainen logistinen regressiomalli on muotoa

eﬁ0+ﬁlx

m(x) = 7 T gBothix’

missdpy ja f1 ovat estimoitavia parametreja. Parametrien suuamuoskottavuuden estimaat-
teja merkitaang, jap;.

Olkoon muuttujaY; havainnon fenotyyppi ja olkoon aineiston havaintojen lukumg&s.
Nyt Y; noudattaa siis binomijakaumaa parametrtlaTassé aineistossa selittdvid muuttujia
ovat SNP-markkerit, joilla voi olla 1-3 luokkaaedlien lukumaarasta riippuen. Yleensa al-

leelit luokitellaan kahteen ryhm&én sen mukaan anailkeeleista on yleisempingjor allele
ja mitk& harvinaisempian{inor allelg. Maaritelladn muuttuj&; seuraavasti:

_ { 1, jos havainnolla i on yleisempi alleeli SNP: ssa j
Xij 0,jos havainnolla i on harvinainen alleeli SNP:ssa j *

Logistinen regressiomallin mukainen paavaikutusnealltalléin muotoa

log( ) Bo +quﬁp

missdM on SNP-markkereiden lukumaara. Testattava hypoteesi

Ho: By =B ==Pu=0.

Tuntemattomap-parametrit estimoidaan suurimman uskottavuudeneteémalla. Merkitaan
muuttujieny; muodostamaa vektori ja selittajienx;q, x;5, ..., X;,, havainnossa saamien ar-
vojen ja ykkdsen muodostamaa vektoria

X; = (1, xj1, Xig, ey Xim)-

Merkitd&n lisaksi estimoitavien parametrien veldori

B= (,30”31:32’ ---’ﬁm)-

Nyt logaritminen uskottavuusfunktio on

o (2

INGE

L(B:y) = log L(Biy)] = =)+ - ylog(1—m))

i=1
misséa

exp (X;B)
1T+exp (xB)

i =



Logistisesta regressiomallista seuraa, ettéa lagarén uskottavuusfunktio voidaan kirjoittaa
N

L exp(X;B) exp(x;B)
[(B;y) = ; lyi log (—1 - eXp(X;B)> + (1 - y;)log (1 Tt exn(x'B) exp(x;3)>l :

Suurimman uskottavuuden estimaatifeestimointiyhtdlét parametrivektorif suhteen saa-
daan siis ratkaisemalla derivointilauseke

By
p

termeittain. Maaritellaan logaritmoitu uskottavuusftio parametreill§

0

N M

L(B) = ZYi injﬁj —log (1 + eZimo%if) )

i=1 j=0

ja derivoimalla lausekH ) huomataan, etta

9 i ;
ag. /  XijPj = Xij -
2p; <

Nyt voimme Kkirjoittaa estimointiyhtalon parametfip suhteen

N
= s — . 1 4+ eZj=0¥XijPj
k4 T S 9B, ( )

N
1 M
- Z Vi Xy — ———g— - €m0 F) g
S0 1 et

N
= Zyixl'j —mix;j =0.
i=1

Suurimman uskottavuuden estimaatti@nasymptoottinenkovarianssimatriisin - estimaatti
&(B) saadaan kaantamalla informaatiomattiisjoka koostuu osittaisista logaritmoidun us-
kottavuusfunktion toisista derivaatoista

92PB) 0 i
— Xt — TCiXii .
0B0fi 0B L&' T
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Mallin sopivuutta testataan Waldin testisuureella

B
3(6))
misséﬁj on estimoitu parametf; ja 6(@) on estimoitu varianssi parametriffe Hypoteesin
Ho ollessa voimassa testisuleoudattaa asymptoottisest{0,1)-jakaumaa j&* noudattaa

asymptoottisesti>-jakaumaa. Testisuureelle voidaan laskea p-arvo gryakauman avulla
seuraavasti

/ =

p=PFP (xﬁ,f_ > xz),

missa vapausasteet d.de@rees of freedonovat f- 1)(m- 1). (Agresti 1990.) Myos logisti-
sen regressioanalyysin yhteydessa on huomattakaysyirheen mahdollisuus. Virheellisten
p-arvojen kontrolloimiseksi kaytettiin samaa hylkéiyheen kontrollointimenetelmaa kujifr
testin yhteydessa luvussa 3.1 esitelty Benjammidgchbergin (1995yDR-menetelma.

3.3 LD ja haplotyyppiblokit

SNP-markkereiden keskindista vuorovaikutusta veid&avata kayttaen alleelien valista
assosiaatiota eli kytkentaepatasapainoa tai LDrtka@e disegilibriuny LD tarkoittaa lahek-
kaisten lokusten alleelien esiintymistad yhdess&eaitica useammin. Kahden alleelin, A ja B,
lokukselle LD:n perusmitt® maaritetaan havaittujen ja odotettujen frekvemssi®tuksena.
Kytkentaepatasapainon maaritelméasta ja laskutavgigkaistiin artikkeli jo vuonna 1960,
jolloin kirjoittajina olivat Lewontin ja Kojima.

Merkitddn kahden SNP-markkerin alleelien A ja B mhostamien haplotyyppien A-A, A-
B, B-A ja B-B todennakoisyyksig,, p12, P21 Jap2,. Mikéli siis markkerin SNP1 alleelit
ovat A ja G ja markkerin SNP2 alleelit C ja T, oveplotyypit muotoa AC, AT, GC ja GT.
Alleelin AC todennékdisyytta vastaa siis merkipig, alleelin AT todennakoisyyttg, , jne.
Alleelien frekvenssit voidaan kirjoittaa ristiinfakkoon, kuten taulukossa 3.

Taulukko 3. SNP1- ja SNP2 -markkereiden alleelien frekvenskitduw.
A G summa
C N1 M2 Ni+
T MNp1 Mo | Moy
summa| Ny N+ N++

Merkitdan lisdksi alleelien summafrekvensseja mujille n,,, n,,, n,, jan,,. Talléin lo-
kusten valinen kytkentdepatasapainomitta maaritetadn seuraavasti:

D =nyinyy —nyaNyg .
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Yleensa kytkentaepatasapainomitatisaksi ilmoitetaan skaalattu kytkentaepatasapaitia
D’ seké korrelaatiokertoimen neliy jotka lasketaan seuraavien kaavojen mukaan:

min(n,,n,,,ny Ny ) kunD >0
min(ny Ny, NNy, ) kun D < 0

. N _
D" = ,missa D, 5, = {

Dmax

DZ

N14MN24 N4 1M1

2

r

Sanotaan, ettd SNP on kytkentdepatasapainossali mk&roaa merkittavasti nollasta.
(Ollikainen & Uimari 2004.)

SNP-parille lasketaan lisdksOD-arvo (ogarithm of oddy joka kuvaa kytkentdepéatasa-
painon tilastollista merkitsevyytta. Olkoon yksdén maara otoksessaga olkootng ja n. sai-
rastuneiden ja terveiden lukumaarat otoksessa. 8NR-markkereiden alleeleja merkitaan
kirjaimin AA, AB ja BB, olkootnaa, nNag ja ngg niiden yksildiden lukumaarat, joilla on kysei-
nen alleeli. Tassa alleelit AB ja BA ajatellaan séhkai. Jokaiselle otoksen genotyypille laske-
taan myds sairastuneiden ja terveiden frekvengsig merkitd&dnnaap, Nas,p, NeB.D, NAAG
Nas.c janes,c Olkoony sairauden esiintyvyys populaatiossa. Merkitadarotysmin g periyty-
vyytta populaatiossgg, missag voi olla AA, AB tai BB. Olkoony muuttuja, joka ilmaisee
onko yksild sairas tai terve niin, eftdaa arvon 0, kun yksil6 on terve, ja 1, kun ykeihsai-
rastunut. Taulukossa 4 on esimerkki, miten freksgakautuvat alleelien kesken.

Taulukko 4. Kahden SNP-markkerin alleelien
sairastuneiden ja terveiden frekvenssit.

SNP1
SNP2 A B | Fenotyyppi
Naap Nagp | Sairastunut
Naac  Nagc terve
Nagp Ngsp | Sairastunut

A

Nag,c Nss,c terve

Yksilon sairastuvuuden todennékdisyysfunktio vordkajoittaa

(1) = () (1=wy)' ™.

Tutkittavan SNP-markkerin alleelit huomioiden ugkatiusfunktioL satunnaistem yksilon
sairastuvuudelle on muotoa

L= ﬁli(ylg)-
i=1

HypoteesirHy ollessa voimassa oletetaan, etta SNP-markkegt eie sairautta aiheuttavia.
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Silloin kaikkien alleelien periytyvyys on yhta sukuin v, jolloin uskottavuud. on

Lo =92 (1 — )"

Vaihtoehtoisen hypoteesh; ollessa voimassa SNP-markkereilla epaillaan olesakutusta
sairastuvuuteen, jolloin uskottavulu®n muotoa:

Ly = Pu0" 4P (1 — P 0) " AACY4 3 ABP (1 — 1P 4p) M4BCY pp " BBPL (1 — g )BEC

Nyt LOD voidaan kirjoittaa muotoon

Ly
LOD =logqo |=|,
Lo

missaL, ja L, on laskettu eriy:n arvojen suurimman uskottavuuden estimaattienlavu
(Deng & Recker, 2001.)

Blokki muodostetaan, mikali vertailtavista SNP-magfeista 95 % voidaan luokitella
voimakkaan LD:n alaisiksi. SNP-parin sanotaan alevaimakkaan LD:n alaisia, mikali
skaalatun kytkentdepatasapainomiiinyksipuolinen 95 % luottamustaso on suurempi kuin
0,98. Méaaritellaan aineiston perusteella laskekaalatun kytkentdepatasapainomitan uskot-
tavuusfunktio niin, ettda kukh = 1, 2, ... , 100, niin

I(k) = P(datal|D’| = 0,01 - k).

Olkoon luottamustason alaraja

Yo @)
C, = ZlOol()_oos
ja ylaraja
100 l( )
k
Cy = leg;() < 0,05.

Siis josC_ > 0,7 jaCy > 0,9 sanotaan SNP-parin olevan voimakkaan LD:rsialga kuulu-
van samaan blokkiin. (Gabriel et al. 2002.)

Haplotyyppikuvissa varityksen perusteena oldat ja LOD-mittaukset siten, ettd mita
tummempi vari, sitd korkeampl’-arvo ja tilastollisesti merkittavampi LOD-tulosukassa 4
on esimerkki haplotyyppikuvasta ja sen varityksiféaudun sisalla oleva numero on kytken-
taepatasapainomitad arvo. Mikali ruutu on tyhjap on pienempi kuin 1,0. (Barrett et al.
2005.)
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rs554870
rs936632
rs12067454
rs447581
rs4926928
rs4926930
rs7518390
rs7523761
rs6G79818
rs1288369

Block 341 (113 ki)
1931 1932 L1933 1934 1935 1936 _ 1937 _ 1938 ) 1939 1940

85 12
36 ar

44 ar

46 14 T 40
47 ar 51

72 ]
4

Kuva 4. Haplotyyppiblokki 341 kromosomista 1.

Haplotyyppiblokkien merkitsevyytta voidaan my6stagsy>-testilla seké logistisella regres-
sioanalyysilla. Blokin frekvenssidata voidaan jat§& 2 X ristiintaulukkoon, miss& on hap-
lotyypin emasten lukum&ara. Testattavan hypoteékinollessa voimassa oletetaan, etta
haplotyypin frekvenssit sairastuneiden ja verroRkgsalta ovat samansuuruisia. Testaami-
seen kaytettavid -testisuure maaritellaan

XHT _ an (PDI PCl)
=1

Py + Py

missaPp,; ja P, ovatl. haplotyypin havaitut sairastuneiden ja verrokKiekvenssit. Testatta-
van hypoteesirHy ollessa voimassaj; noudattaa asymptoottisegfi_, jakaumaa. (Akey,
Jin & Xiong 2001.)

MaaritellaanS; seuraavasti:

5 = { 1, kun havainnolla i on haplotyyppi j
by 0, kun havainnolla i ei ole haplotyyppidj '

Oletetaan, ett#,~Bin(1, m;), jolloin logistinen regressiomalli on muotoa

log( ) ZS”’B]'

missah on haplotyyppien lukuméaara.
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Mallin sopivuutta voidaan testata Waldin testisellee

P

B;
a(B;)’

misséﬁj on estimoitu parametg ja 6(@) on estimoitu varianssi parametrifie Kaavat suu-
rimman uskottavuuden estimaattien maarittamiseensitetty luvussa 3.2 logistisen regres-
sioanalyysin yhteydessa. Testisudr@oudattaa asymptoottise$t(0,1) -jakaumaa. (Wason
& Dudbridge 2010.)

/ =

3.4 Random forest -algoritmi

Random forestalgoritmi on luokittelumenetelmd, joka koostuukkelmasta paatéspuiden
tapaisista luokittelijoista. Luokittelupuut ryhnatevat aineistoa sen piirteiden mukaan osa-
joukkoihin, kunnes luokittelu on taydellinen elidgakin osajoukossa on vain samaan luok-
kaan kuuluvia havaintoja. RF-algoritmissa puita dusietaan satunnaisesti bootstrap-otosten
avulla suuri maara ja muodostettujen puiden avuti@aan selvittdd muuttujalle sopivin
luokka. Aineisto jaetaan puiden muodostamista ideni luokittelun testaamista varten ope-
tus- ja testausaineistoiksi.

Breimanin vuonna 2001 kehittdmé&n algoritmin kulkoidaan yksinkertaistaen kuvata
nain: Otetaannyee Suuruinen bootstrap-oto8* alkuperédisesta aineistosta. Jokaisesta
bootstrap-otoksesta kasvatetaan luokittelupyyonka jokaisessa solmukohdassadg ote-
taan myy, suuruinen ennustajamuuttujien satunnaisotos. Taowé@ksen perusteella valitaan
parhain jako, jonka mukaan havainnot jaetaan rylmnhidin jatketaan, kunnes jako havain-
tojen kesken on taydellinen. Jokaiselle ennustajaltketaan solmukohdassa tarkeysindeksi,
joka kuvaa ko. ennustajan kykya luokitella muuttuigootstrap-otoksen ulkopuolelle jaaneita
havaintoja kutsutaaoob-aineistoksi ¢ut of bag, jonka avulla voidaan arvioida luokitteluvir-
hetta ja maaritetdan muuttujien tarkeysindeksividettavien puiden lukumaéniee valitaan
niin, etta luokitteluvirhe olisi mahdollisimman pie

RF-algoritmille on olemassa myds versio regressbygsia varten, mutta luokittelualgo-
ritmi on tdman tutkielman aineistoon sopivampi. kitieleva RF-algoritmi pystyy kasittele-
maan nopeasti moniluokkaisia aineistoja, joten @idi@taan sopivana SNP-aineistojen luokit-
teluun. Tarjolla olevista ohjelmistoista paadyimrk@yttdmaan erityisesti SNP-aineistoja
varten raatalditylRandom Jungleohjelmistoa. (Schwarz, Konig & Ziegler 2010.)

3.4.1 Luokittelupuut

Luokittelupuihin perustuvien menetelmien tarkoitelka on jakaa aineistoa ominaisuuksiensa
perusteella osajoukkoihin, kunnes jokaisessa okaf®a on vain samankaltaisia havaintoja.
Luokittelupuut muodostuvat solmukohdastede ja oksista lfranch siten, ettda solmukoh-
tiin valitaan havaintoja hyvin luokitteleva muutiuja muodostetut osajoukot ovat solmukoh-
dasta haarautuvia oksia. Puulle voidaan my6s nmiduwéti (oot) eli algoritmin aloittava
muuttuja. Puun paattadvaa solmukohtaa sanotaanspéiéteksi {erminal nodg¢. Taman tut-
kielman aineistossa havainnot pyritaan jakamaartelkahluokkaan siten, etta toisessa olisi
pelkkia sybpaan sairastuneita ja toisessa terwgisiloitd. SNP-markkereiden luokittelua
varten markkereiden alleelit yleensa jaetaan kahtglkemaan sen mukaan, miten ne jakavat
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aineiston havainnot parhaiten terveisiin ja sainasisiin. (Hastie, Tibshirani & Friedman
2001.)

Kuvassa 5 on esimerkki luokittelupuun osasta. Simsimmaisen SNP-markkerin alleelit
jaetaan ryhmiin niin, etta alleelBB havainnot menevat vasemmanpuoleista oksaa jaliekea
menevat alleelie®A ja AB havainnot. Olkoon alleelin BB havaintojen sairasiden frek-
venssi suurempi kuin alleeleill®A ja AB. Seuraavien SNP-markkereiden kohdalla jako pyri-
taan tekemé&éan samoin niin, ettd vasemmalle merdevsgoukoissa sairastuneiden frekvenssi
olisi suurempi kuin oikealle. Lopulta puun aivansgemmmanpuoleisessa lehdessa tulisi olla
pelkkid sairastuneita ja oikeanpuoleisessa vaueitr havaintoja.

SNPI
BB | AA, AB

SNP2
AA, AB | BB

SNP5
AB, BB | AA

SNP3
A4 | AB, BB
SNPE
AB | AA, BB

Kuva 5. SNP-markkereita luokittelupuussa.

SNP4
AA | AB, BB

SNP7
AA, BB | AB

SNP-markkerin alleelit muunnetaan solmukohdissadnisiksi sen mukaan, milla alleelijaol-
la SNP luokittelee havainnot parhaiten. Alleeli a@arimerkinnan 1, kun ko. alleelin omis-
tavat havainnot jakautuvat oikealle, ja 0, kunelite havainnot jakautuvat vasemmalle. Esi-
merkiksi kuvassa 5 SNP1-markkerin alleelien bimaaato olisi (1, 1, 0) ja SNP2-markkerin
(0, 0, 1). Puun juuri eli ensimmainen luokittelurttuja voidaan maarata tai antaa algoritmin
valita se satunnaisesti. Jokaisessa solmukohd&gsdtrai sovittaa muuttujia ennalta maara-
tyn maaran, jota merkitaan parametriitg,. Algoritmi pyrkii l0ytamaéan jokaiseen solmukoh-
taan sellaisen muuttujan, joka siina tilanteeskagdavainnot parhaiten.

Tarkastellaan aineistoa, jossa ennustettavia heyjai merkitaany; (i = 1, 2, ...,N) ja
jossa luokkamuuttuja saa arvot 1, 2, K.,Olkoon puun solmukohdassa jossa orN,, ha-
vainnon suuruinen osajouklRy, luokank havaintojen osuus

1
Pmk =m z I(y; = k),

X;€Rm

missal on indikaattorifunktio, joka saa arvon 1 kyrkuuluu luokkaark ja 0 kuny; ei kuulu
luokkaank.
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Havainnot solmukohdassaluokitellaan solmun enemmistéluokkaan seuraavasti:
k(m) = arg maxy P -

Solmullem voidaan maaritella luokitteluvirhe seuraavasti:

1 A
N Z I(y; # k(M) = 1 = Progeam) -
m

{ERm

Puiden luokittelun arvioimista varten aineisto gt opetus- ja testausaineistoiksi. Puut muo-
dostetaan kayttdmalla opetusaineistoa ja valmipgileden luokittelukykya arvioidaan testaus-
aineistolla. (Hastie et al. 2001.)

3.4.2 Bootstrap-otokset jaoob-aineisto

Bootstrap-menetelma on otosmenetelmd, jossa aliigesta aineistosta valitaan satunnai-
sesti havaintoja otoksiin esimerkiksi estimaattiarkkuuden arviointia varten. Menetelman
kehitti B. Efron vuonna 1979. Bootstrap-otoksiadasan tehda joko palauttaen tai palautta-
matta, jolloin aineiston havainto voi tulla valigikotokseen vain kerran. Oletetaan, etta ope-
tusaineisto muoto@ = {(v,,x,), = 1,...,N}. Olkoon aineistosta muodostettavien otosten
lukumaaréaB, ja kutsutaan otoksia bootstrap-otoksiksi. Tod&bigyys, ettd havaintokuuluu
bootstrap-otokseemvoidaan kirjoittaa muotoon

p1-(o-7)

Breimanin 2001 kehittam&ssRandom forest-algoritmissa bootstrap-otokset ovat osa
baggingmenetelmaa, jolla pyritddn vahentdamaan estimoidonustusfunktion varianssia.
Bagging-menetelmasta on kaytetty myds termid bagstokoelmalfootstrap aggregation

Se kuuluu koneoppimisen algoritmeihin ja vaikuti@anivan erityisen hyvin luokittelupuiden
kaltaisten menetelmien yhteydesB&: -algoritmissa luokittelupuiden joukko aanestaa tnuu
tujan luokasta, joten bagging-menetelma pienentdltteluvirhetta.

Oletetaan, etta ylla maaritetylle opetusaineistdlion méaéritelty ennustf(x) arvolle x.
Bagging-menetelmassa lasketaan sama ennuste katlmelbootstrap-otoksia ja otetaan
naista bootstrap-ennusteista keskiarvo. Merkitainstrap-otoksests*® laskettua ennustajaa
f*(x). Bagging-estimaatti voidaan kirjoittaa muotoon

N

B
A 1 A
Frag() =5 Y FP0).
b=1

Koska bagging-menetelmélla muodostetut puut owatticsesti jakautuneita, puiden keskiar-
von odotusarvo on kaikille sama. (Breiman 199RF -menetelmassa kaytetaéaat-of-bag-
otoksia, jotka ovat bootstrap-otosten ulkopuolgineitd havaintoja. Niita kaytetaan luokit-
teluvirheen estimoinnissa ja tarkeysindeksin lagkessa, josta on tarkempi selvitys seuraa-
vassa luvussa.
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3.4.3 Tarkeysindeksi
Tarkeysindeksiitnportance indexkuvaa luokittelumuuttujan kykya erotella havaihhamok-
kiin. Sen perusteella SNP-markkereiden joukkoa gneetdan analyysikierrosten valissa
siten, etta pienen indeksiarvon saaneet markkggtjan seuraavien analyysien ulkopuolelle.
Kaikissa puissa jokaisen solmun kohdalla jakauttarkkuuden parantuminen Kkerryttda
luokittelumuuttujan tarkeysindeksia. Kaikilta pailtuokittelumuuttujalle lasketuista tarkeys-
indeksiarvoista otetaan lopuksi keskiarvo. Koskajsessa solmukohdassa algoritmi sovittaa
ennalta maaratymy, parametrin verran luokittelumuuttujia, on tarke&attaa parametring,
arvo tarpeeksi korkeaksi, jotta kaikilla muutt@giiirkeysindeksi kertyisi tasapuolisesti.

Oletetaan, etta opetusaineisto on muatea{(y,, x,), n =1, ..., N}, ja etta on olemassa
menetelma ennustajdf(y,T) muodostamiseen opetusaineiston pohjalta. Olkotosrwuut-
tuja y luokitteluasteikollinen muuttuja. Opetusaineistojsarja Tgj, ..., Tgk generoidaan
bootstrap-otoksilla opetusaineisto3taEnnustajak muodostetaan niin, eti& ennustajd-(X,
Tkp) perustuuk. bootstrap-otokseen opetusaineistoBté&Ennustajat antavat aanen yksilolle
sopivimmalle luokalle.

Olkoon X; yksilon i ennustajamuuttujien vektory; yksilon oikea luokkay;(X) puunj
antama aani j§ indikaattorimuuttuja, joka saa arvon 1 kun yksitin puunj oob-havainto ja
0 muulloin. Olkoon

x@h = (x*, . x{)

ennustajamuuttujien vektori muuttujarsatunnaisesti puulljepermutoitujeroob-havaintojen
kanssa, ja olkoon vektoreid&f") kaikkien puiden kokoelma®™, missa N on otoksen yksi-
|6iden lukumaara. Olkoon viel(C) indikaattorifunktio, joka saa arvon 1 kun ehto iCtosi
ja 0 muulloin. Nyt tarkeysindeksi on keskiarvo kl#&puilta ja voidaan kirjoittaa muotoon

N
% [1(Vj(Xi) =y)-1 (V] (Xi(A'j)) = }’i)] tij,

~| =

Iy (A) =

j=1 i

-

missaN; on puunj oob-havaintojen lukumaara j& puiden kokonaislukumaara. Standardoitu
tarkeysindeksi saadaan jakamalla puun valisist@nsseista saadulla keskihajonnalla:

Zp(4) = 1)

Vo2(A)/T’

VarianssioZ on tarkeysindeksiy puukohtainen varianssi. Hypoteesilg ollessa voimassa
standardoitu tarkeysindeksZr noudattaa asymptoottisestN(0,1)}jakaumaa. (Lunetta,
Hayward, Segal & van Eerdewegh 2004.)
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4  Aineiston analyysi

Taman tutkielman tarkoituksena on loytaa yli 91 @MNP-markkerin joukosta sellaiset, joilla
voi olla vaikutusta rintasyovan kehittymiselle. Naroidaan paikantaa genomista sellaiset
alueet, joilla mahdolliset geneettiset mutaatidiselvat syovalle. Yksi SNP ei itsesséan
aiheuta tai ehkaise syopaa, mutta monen yksitté&déia-muutoksen yhteisvaikutus voi olla
merkittava. SNP-joukko olisi tarkoitus rajata piemeaksi niin, etta jatkotutkimukset olisivat
helpommin tehtévissa.

Aineiston SNP-markkerit analysoitiin ensin yksi ledfaan kayttaen sekd -testia etta lo-
gistista regressioanalyysia. Testien tuloksia véngja tulosten avulla piirrettiin kromosomi-
kohtaiset p-arvokuvaajat, joista syovan kannaltakiteevien markkerialueiden havainnointi
kay helposti. Naméa analyysit tehtiglink-ohjelmalla (Purcell et al. 2007). Téallaiset analyy
eivat ota huomioon SNP-markkereiden riippuvuuttaistaan, joten tuloksia on syyta tarkas-
tella kriittisesti ns. vaarien positiivisten tulesttakia. Hylkaysvirhetta arvioitiin Benjaminin
ja Hochbergin (1995) kehittamalkDR-kontrollilla.

SNP-markkereiden valinen riippuvuus aiheuttaa momingelmia yksinkertaisille
assosiaatiotesteille. Taméan takia SNP-markkerinitditiin blokkeihin kayttaen kytkentaepa-
tasapainomaaritelmaa. Saman blokin SNP-markkereadleelien eri yhdistelmia kutsutaan
haplotyypeiksi, joiden vaikutusta syovan syntyystadtiin logistisella regressioanalyysilla.
Ryhmittely blokkeihin ja haplotyyppien analyysi teh plink-ohjelmalla (Purcell et al. 2007).
Haploviewohjelmalla blokeista piirrettiin kuvat, joista da@an tarkastella blokkien sijoit-
tumista kromosomeihin (Barrett et al. 2005).

Aineiston analysointiin kaytettiin Breimanin 200&HittamaadRandom forestalgoritmia,
silla sen oletetaan sopivan hyvin genominlaajuigétiP-aineistojen analysointiin. Algoritmi
etsii SNP-markkereiden joukosta sellaiset, jotkehaiien jakavat yksilot sairastuneiden ja
kontrollitapausten kesken. Jokaiselle markkerilgatmi laskee tarkeysindeksin, joka kuvaa
sen kykya erotella terveet ja sairastuneet. Tarkdg&sin perusteella valitaan sellaiset mark-
kerit, joilla voidaan olettaa olevan vaikutusta &6 syntymiselle. Algoritmin valitsemille
SNP-markkereille tehtiin vieIQ2 -testi, jotta varmistuttaisiin algoritmin kyvysk@ytaa mer-
kitsevat markkerit. Analysointiin kaytettiRandom Jungleohjelmaa (Schwarz et al. 2010).

4.1 Assosiaatiotestaus ja logistinen regressio

% -testin mukaan koko aineistossa on 1 282 SNP-neaikkmerkitsevyysasteella 0,01 ja 5
516 merkitsevyysasteella 0,05. Vastaavat lukumdadégtisen regressioanalyysin perusteella
ovat 1 123 ja 5 255. Logistisen regressiomallinss therkitsevimmasta SNP-markkerista 5
134 oli mydsy?*testin merkittdvimpien joukossa. Logistisen regi@snalyysin tulosten pe-
rusteella joka kromosomille piirrettiin kuvan 6 tahen p-arvokuvaaja, jossa vaaka-akselilla
on SNP-markkerin sijainti kromosomissa ja pystyéikadogaritmoidun p-arvon vastaluku.
Naistd kuvaajista voi silmémaaraisesti arvioidassaipain kromosomia on sairauden synty-
miseen vaikuttavia SNP-markkereita.
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Sijainti Kromosomissa
Kuva 6. Kromosomi 4:n p-arvokuvaaja.

Taulukossa 5 on logistisen regressioanalyysin peella 15 merkitsevintda SNP-markkeria.
Taulukossa on ilmoitettu SNP-markkerin kromosowkuis, markkerille estimoitu parametrin
p; arvo ja t-testin p-arvo. Mita pienempi p-arvo @itd suuremmalla varmuudella voidaan
sanoa, ett@; # 0 ja markkerilla on vaikutusta yksilon fenotyyppiPositiivineng; arvo mer-
kitsee, etta alleelin vaihtuminen yleisemmasté inarsempaan nostaa yksilon riskia kuulua
sairastuneiden ryhméaan. Samantapainen taulukkdnsestos y>-testin tuloksena, jonka 15
merkitsevintd SNP-markkeria on liitteena (Liite 1).

Taulukko 5. Logistisen regressioanalyysin perusteella menkitsméat SNP:t.

Kromosomi SNP Lokus B; p-arvo
17 rs8066558 27296992 3,695 1,91E-15
10 rs7905923 109663117 1,227 3,72E-06
19 rs4807425 3180224 0,9267 5,74E-06
17 rs319749 28596020 1,025 2,00E-05
10 rs7915527 109721574 1,04 2,27E-05
18 rs965174 54995424 0,7448 2,80E-05
10 rs4255475 48144906 1,434 3,75E-05
11 rs541207 63881718 -0,7651  4,34E-05
2 rs6738882 37890802 0,9423 4,42E-05
9 rs7046415 80670516 -0,8467  5,18E-05
2 rs10193128 233695966 0,7111 6,20E-05
21 rs2834950 35803265 0,7674 8,16E-05
9 rs12336488 9218107 0,7145 8,95E-05
5 rs6450641 28588040 -0,7245 0,000111
14 rs85425 58454706 1,318 0,000113
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Kromosomikohtainen yhteenveto testien tuloksistaautukossa 6. Siind on listattu jokaisen
kromosomin osalta testikohtaisesti merkitsevyygas0,01 ja 0,05 alapuolelle jaavien SNP-
markkereiden lukumaarat sekd merkitsevyystason &ldfiiolelle jadvien SNP-markkereiden
osuus kaikista kromosomin markkereista. AlimmaiNélla on merkitsevien SNP-markkerei-
den summat seka keskiarvo merkitsevien SNP-marklergrosenttiosuuksista.

Taulukko 6. Kromosomikohtaisia*testin ja logistisen regressioanalyysin tuloksia.

X-testi Logistinen regressioanalyysi
Kromosomi | 0,01 0,05 0,05-%| 0,01 0,05 0,05-%
1 84 386 5,687 69 355 5,197
2 84 379 5,134 71 363 4,905
3 71 335 5,903 60 326 5,733
4 75 312 6,637 69 299 6,346
5 103 352 6,156 88 332 5,796
6 72 379 6,519 63 360 6,183
7 69 276 5,693 60 263 5,363
8 59 317 5,608 49 310 5,473
9 75 273 6,421 72 257 6,022
10 72 260 5,912 63 249 5,648
11 74 297 6,928 66 283 6,575
12 54 278 6,546 50 255 5,968
13 29 154 5,147 27 143 4,768
14 30 163 5,699 27 155 5,399
15 43 161 5,752 34 150 5,293
16 35 166 6,234 35 155 5,764
17 34 157 5,891 30 152 5,651
18 40 164 6,094 37 155 5,739
19 28 119 6,560 24 118 6,417
20 37 150 6,266 35 145 6,034
21 31 112 6,888 27 106 6,487
22 24 100 6,349 23 99 6,219
23 59 221 6,619 43 222 6,505
yht. 1282 5511 6,054 1122 5252 5,729

Molempien testien perusteella suhteellisesti emtenkitsevia SNP-markkereita on kromoso-
missa 11, silla sen merkitsevien markkereiden odaikista markkereista on suurig’{
testilla 6,9 %, logistisen regressioanalyysin perelta 6,6 %). Muita keskim&araista enem-
man merkitsevia markkereita siséltavia kromosorogpt 4, 19, 21 ja 23. Pienimpia merkit-
sevien SNP-markkereiden prosenttiosuuksia on kromesdla 1, 2 ja 13, tosin kromoso-
meilla 1 ja 2 on huomattavasti enemman SNP-markkekein muilla kromosomeilla (kuva
3, luku 2.3).
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Taulukko 7. Assosiaatiotestien korjattuja p-arvoja.

Logistinen regressio X-testi
Kromosomi SNP p-arvo  BH-arvo | Kromosomi SNP p-arvo  BH-arvo
17 rs8066558 1,91E-15 1,75E-10 17 rs8066558 4,17E-38 3,80E-33
10 rs7905923 3,72E-06 0,1705 10 rs7905923 1,70E-06 0,04462
19 rs4807425 5,74E-06 0,1754 1 rs12123980 1,80E-06 0,04462
17 rs319749 2,00E-05 0,416 19 rs4807425 1,96E-06 0,04462
10 rs7915527 2,27E-05 0,416 17 rs319749  5,44E-06 0,09535

Testien tuloksille tehtiin myds hylkaysvirheen learg Benjaminin ja Hochbergin (1995)
kehittamallaFDR-kontrollimenetelmalla. Molempien testien viisi rkigsevinta SNP-mark-
keria seka alkuperaisten etta korjattujen p-arvdii-arvo) kanssa ovat taulukossa 7. Siita
huomataan, ettda virhekontrollin jalkeen merkitse@BP-markkereita logistisen regressio-
analyysin mukaan olisi vain yksi. Myg&-testin tuloksissa alle 0,01 merkitsevyystason SNP-
markkerit véhenivét seitsemaan, joten testit edwiita luotettavia tuloksia SNP-markkereiden
riippuvuuden takia. Taman takia aineiston analygainvalittiin liséksi menetelmia, jossa
SNP-markkereiden riippuvuus otetaan huomioon.

4.2 LD ja haplotyyppiblokit

SNP-markkerit jaettiin kytkentdepatasapainomadanidel mukaisesti ryhmiin eli blokkeihin
kayttaenplink-ohjelmistoa. Tulosteena saadaan taulukon 8 mukadista, missa blokit on
jarjestetty kromosomin ja sijainnin mukaan. BP1btokin aloituskohta, BP2 lopetuskohta ja
KB blokin pituus tuhansina emaksina. Liséaksi ilnetaian blokissa sijaitsevien SNP-markke-
reiden lukumaara ja niiden nimet.

Taulukko 8. Kromosomin 1 ensimmaiset 10 blokkia.

Kromo BP1 BP2 KB SNP [km SNPt
1 1020428 1038818 18.391 2 rs6687776]|rs4970405
1 1084601 1089205 4.605 2 rs4970362|rs9660710
1 1696020 1799950 103.931 4 rs7531583|rs742359|rs6681938|rs7525092
1 2016609 2023116 6.508 2 rs884080|rs908742
1 2136826 2146222 9.397 2 rs7512482|rs2460000
1 2170384 2194615 24.232 3 rs260513|rs7547453|rs7553178
1 2273756 2289487 15.732 4 rs2840528|rs903914 |rs2840542|rs7545940
1 2310562 2328934 18.373 3 rs4648633|rs3001336|rs2494428
1 2362949 2369108 6.16 2 rs6659405|rs11581548
1 2480088 2497275 17.188 2 rs2234167|rs4310388

Koko aineistossa blokkeja maaritettiin 16 277. &miblokkeja oli kromosomissa 2 (1 285) ja
vahiten kromosomissa 19 (282). Keskiméaarin bloklajanoin 700 yhdessa kromosomissa.
Yhdessa blokissa oli keskimaarin 2—3 SNP-markkari@nimmillaan niita oli kromosomissa
5 olleessa blokissa 14 kpl, josta on kuva liittéeas

Blokeille tehtiin logistinen regressioanalyysitjdoksena saatiin taulukon 9 mukainen tu-
loslista. Blokit on jarjestetty kromosomin numenmiikaan. BP1-sarake kertoo, mista kohtaa
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blokki alkaa ja BP2 mihin se loppuu. TestisuureenaValdin testisuure. My6s naiden tulos-
taulukoiden perusteella piirrettiin p-arvokuvaalatten kuva 7.

Taulukko 9. Haplotyyppierogistisen regressioanalyysin tuloksia.

Kromosomi BP1 BP2 Haplotyyppi Testisuure p-arvo
1 2310562 2328934 AAA 5,01 0,0252
1 4160278 4169351 GC 4,34  0,0373
1 4452662 4458793 GAG 3,9 0,0483
1 4452662 4458793 GGG 4,6 0,032
1 5427140 5436781 AG 4,33 0,0375
1 5675937 5687940 GAA 4,2 0,0404
1 6963762 6977611 GGAA 3,85  0,0498
1 6963762 6977611 AGGG 5,59 0,0181
1 7102308 7128537 GGGAG 4,43 0,0353
1 7238701 7240128 GG 6,19 0,0129

Koska logistinen regressioanalyysi testaa kaikl&kkien eri haplotyypit, on tuloslistassa
yhteensa 54 451 haplotyyppid, joista osa on santakinberi haplotyyppeja. Naista merkit-
sevia merkitsevyysasteella 0,05 on 3 060 haplotygy@lokkeja analysoitiin yhteensa 16 277
ja naista merkitsevia merkitsevyysasteella 0,02 @45 ja merkitsevyysasteella 0,01 merkit-
sevia oli 564. Suhteellisesti eniten merkitsevigkkkja on kromosomeissa 11 (p-arvokuvaaja
litteessd 3), 22 ja 23. Kuvassa 8 on nelja pengkkaoimakkaan LD:n blokkia kromo-
somista 11 ja kolmannen blokin kéarkiparin, SNP-rkarkiden rs2167079 ja rs749067, LD:n
mittasuureet seka haplotyyppien frekvenssit.
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Kuva 7. Kromosomin 1 blokkien p-arvokuvaaja.

[E22167079, rs749067)
1 47.9 kb

Ml ©': 1.0

LOD: 53.95

r-squared: 0,318

D' conf. bound=s: 0.%95-1.0

Frequencies:
GG = 30.0%
Gh = 27.4%
Al = 42, 50%

Kuva 8. Kromosomissa 11 voimakkaan LD:n blokkeja. Laatikossimannen lohkon kérkiparin tisuureita.

Kromosomista 11 |6ytyi yhteensa 5 merkittavaa haplotyyppiénerkitsevyysasteella 0,0
Kuvassa 9 on yksi suurimsta blokeista. Siind on 9 Si-markkeriaja 8 eri haplotyyppié
Haplotyypeistda kaksi on mersevia 0,05 merkitsevyysasteell A AAGAAGAA (p =

0,00861) ja AAGGGAAAA(p = 0,039). Voidaan siis olettaa, etta blokillin vaikutusta syo-
van syntymiseen, ja blokki ja sen ymparistd kronmaissa olisi sopiva jatkotutkimuks:
kohde.
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rs2077815
rs10501602
rs10501604
rs669336
rs17745273
rs1941375
rs597446
rs669556
rs541458

Block 441 (115 ki)
2549 2550 2551 2652 2553 2554 2555 2556 2557

Kuva 9. Kromosomin 11 haplotyyppiblokki.

Kun kaikki kromosomit otetaan huomioon ja samojkkien eri haplotyypeista oli poistet
muut paitsi merkitsevin haplotyyppi,erkitsevyysasteen 0,0Glapuolelle jai 61 haploty-
pid. Naista haplotyypeista 15 merkitsev on taulukossa 10. Siindalmoitettu SNI-mark-
kereiden lukumaara blokissa (N), blokin kromosobigkin alkami- ja paattymislokukse
blokin ensimmainen SNP, haplotyyppi, Waldin testisuhaplotyypille seka testin-arvo.
Kuvassa 1@n merkitsevimman blok (601) kuvaHaploviewila piirrettyna.

Block 600 Block 601 Block 602

3423
3424

(=1
[
ar
L

431
EL RN
Iu33

rs12775077
3429

rs765651

rs7905923
rs7919814
rs7915527
rs7897681
rs1125798

GGGAC .085 GGAC .116
AAGGC .0&7 GACC .131
AGAGA .661 GGAA .545

[

¥ W

Block BOT (52 ki
3420 3430

3428 3431 3432

T B 2
X 3 2
~] M O
-0 B = )

g

3433 ) 3434

- \AGGGC .084 GAAC .062
- AGAGC .067 AACC 148
AGGAC .012
5y .14
N [rs7905923, £s7897681)
G2.7 kh Frequencies:
D': 0.976 Al = B6.6%
LOD: 23.78 AC = 24.9%
r-soquared: 0.177 GC = 8.4%
D' conf. bounds: 0.88-1.0 GA = 0.1%

Kuva 10. Haploview-kuvamerkitsevimmasi haplotyyppiblokista logistiseregressioanalyysin peruste..

Kuvassa 1mn haplotyyppiblokin kuvan lisdksi tiedot blokini éxaplotyypeista seka vier-
kaisista blokeista Blokin karkiparista (rs7905923, rs7897681) on kkeyttdepatasaf-
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nomaareet ja alleelien frekvenssit merkittyn& ahap laatikkoon. Oikeanpuoleisessa laati-
kossa on blokin haplotyypit frekvensseineen sekkdnnat vierekkaisiin blokkeihin ja niiden
haplotyyppeihin. SNP-markkerit on merkitty numeroifiereisissa blokeissa ei ollut merkit-
sevia haplotyyppeja logistisen regressioanalyyslosten perusteella, mutta blokin 601 al-

leelin AGAGA p-arvo on alle 0,05 (0,011).

Taulukko 10. Logistisen regressioanalyysin mukaan 15 merkitséuiaplotyyppiblokkia.

N Kromo Alkulokus Loppulokus SNP1 Haplotyyppi Testisuure p-arvo

5 10 109663117 109745886 rs7905923 GGGAC 20,36 6,20E-07
3 9 74485413 74509273 rs1417614 AAG 19,31 9,00E-07
2 21 35786327 35803265 rs7281771 AA 15,58 1,60E-06
4 9 80632505 80670516 rs11137862 AAAA 16,45 1,80E-06
2 22 33744017 33757427 rs5750033 CG 15,39 2,40E-06
2 2 37889932 37890802 rs10865127 AA 16,74 4,20E-06
2 2 142125079 142131001 rs1437352 GG 15,29 4,80E-06
3 17 28589889 28616992 rs9972931 GAA 16,93 8,70E-06
2 2 233695966 233707325 rs10193128 GA 15 0,000105
3 11 63881718 63906946 rs541207  AGG 15 0,00011
2 2 114149360 114166498 rs7575011 AG 14,7 0,000129
2 21 32716387 32717832 rs2833801 GA 14,6 0,000136
2 2 142125079 142131001 rs1437352 AG 14,5 0,000137
3 2 205739367 205743311 rs17188399 GAG 14,5 0,000138
2 5 41267570 41270400 rs4957381 AG 14,4 0,000147

Taulukkoa 10 tarkasteltaessa on syytd huomata,létténerkitsevimman haplotyypin jou-
kossa on perati kuusi haplotyyppia kromosomist&&ksi haplotyypeistd kuuluu samaan
blokkiin (GG ja AG aloitusmarkkerilla rs14373529t¢n télla blokilla voidaan olettaa olevan
vaikutusta syévan syntymiseen. Blokkien l&ahekkéisgyg on myos syyta kiinnittdd huomiota,
silla alueella voi olla syévan kehittymisen kanadkrkea geeni. Kromosomin 2 haplotyypeis-
ta lahekkain ovat blokit aloittavilla SNP-markkéiei rs7575011 ja rs1437352 seka
rs17188399 ja rs10193128. Myos kromosomeilla 9ljan2 useampi haplotyyppi 15 merkit-
sevimman joukossa ja molempien haplotyyppiblok#tdwohtalaisen lahekkain.

4.3 Random Jungle -tuloksia

Data jaettiin aluksi kolmeen osaan laskenta-aikbjaentamiseksi. Jokaisessa osassa on noin
30 000 SNP-markkeria. Liséksi generoitiin yhdekséropetus- ja testausaineistoa, jotka ovat
ns. tasapainotettuja, eli kontrollitapauksia oréypaljon kuin sairastuneita. Sairastuneiden ja
verrokkitapausten suuri lukumaaréllinen ero aihesgh, etteRandom Jungléehnyt onnis-
tuneita luokitteluja ilman tasapainotusta, vaanustirkaikki tapaukset terveiksi. Koska RJ ei
pysty kasittelemaan tyhjia arvoja, jatettiin sealiai sisaltavat muuttujat opetusaineistoista
pois. Ensimmaisen kierroksen jalkeen valittiin makane SNP-markkerit, joiden tarkeysin-
deksi on suurempi kuin 0. Aineistot yhdistettiinmearkkereiden valintakriteeria, eli tarkeys-
mitan suuruutta, korotettiin joka kierroksen jalkee
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Taulukko 11. Esimerkki RF-puusta.
Vasen oksa Oikea oksa Jakomuuttuja Jakopiste P&attava solmu Ennuste

2 3 rs541207 3 1 -
4 5 rs6690357 3 1 -
6 7 rs2016524 7 1 -
8 9 rs4807425 1 1 -
10 11 rs10263926 3 1 -
12 13 rs10520780 1 1 -
14 15 rs825551 4 1 -
0 0o - 0 0 1

Taulukossa 11 on esimerkki yhdestd RF-algoritmirodoastaman puun alkuosasta. Vasen ja
oikea oksa kertovat, milla rivilla seuraavat solmi#tat ovat kyseisen solmun markkeriin ver-
rattuna. Jakomuuttuja on solmukohtaan valittu markklakopiste kertoo, miten SNP-mark-
kerin alleelit on jaoteltu. Alleelit on muunnettinbarimuuttujiksi, joten jos jakopiste on 4, bi-
naarimuuttuja on muotoa (0, 0, 1), silla B0*2* + 1*2° = 4. Se siis tarkoittaa, etta kahden
ensimmaisen alleelin havainnot ovat jakautuneeémasalle ja viimeinen oikealle. Vasem-
malle jakautuvat havainnot kuuluvat todennakoisemsairastuneiden luokkaan kuin oikealle
jakautuvat. Paattava solmu -sarake kertoo, onkeikgs solmu paattava siten, ettd mikali
arvo on 1, solmu ei ole paattava. Ennuste-sarakkems paattavalle solmulle laskettu ennuste
siité luokasta, mihin se todenné&kdisesti kuuluum€isen rivin solmu on siis paattava ja sille
laskettu luokkaennuste on 1 eli sairastuneidenkaok

Kun SNP-markkereita oli jaljella noin 3 000, gengio yhdeksan opetus- ja testaus-
aineistoa lisaa. Lopulta paadyttiin 72 SNP-markkejoille tehtiin mydsy’testi. Kuvassa 11
on valittujen SNP-markkereiden tarkeysindeksikuaapjssa vaaka-akselilla on prosenttiluku
mika markkerin saama tarkeysindeksin arvo on maksiwerrattuna. Taulukossa 12 on 15
pienimman p-arvon saanutta SNP-markkeria seka migi@inti, tarkeysindeksi seka esiin-
tyma. Esiintyma on niiden tuloslistojen lukumagagsa kyseinen markkeri oli tarkeimpien
joukossa, kun kaikki 18 opetusaineistoa oli anatysdViitd suurempi markkerin esiintyméa
on, sitd useammalla testausaineistolla se valiktitkeimpien joukkoon. Seitsemalla SNP-
markkerillay*testin p-arvo oli suurempi kuin 0,01, mutta kaikkivat alle 0,02.

27



rs2016524
rs859123

rs1416620
rs2006996
rs9628510
rs10520750
rsEo00264
rs909322

rs 7046415
rs2071915
rs2703029
rs12938347
rs4e07425
rsE791039
rs2167062
rs2519954
rsBe90357
rs138614

rs5965986
rs931305

rs12955179
rs825551

rs10512781
rs734364

rs7608332
rs2834950
52818326
rs2093835
rs7995410

rse0o0836

0.2

|
04

0.6

05

Kuva 11. RF-algoritmin valitsemien muuttujien tarkeysindiékyaaja.

Taulukko 12. RF-algoritmin valitsemien SNP-markkereiden 15 riteglvintay’-testin perusteella.

SNP Kromosomi BP Esiintymad Tarkeysindeksi P-arvo

rs2016524 18 63488431 6 2,26313  3,03E-09
rs859123 12 25101031 5 5,57218 4,53E-09
rs7995410 13 47651319 15 5,45629 7,23E-06
rs4807425 19 3180224 10 3,45385 1,31E-05
rs319749 17 28596020 7 3,35128 1,97E-05
rs2519954 7 88240421 8 4,68837 3,41E-05
rs12938347 17 65451592 10 3,78746  3,49E-05
rs7915527 10 109721574 5 3,02258 4,14E-05
rs1416620 1 214963754 6,07325 4,25E-05
rs7046415 9 80670516 14 3,0005 5,01E-05
rs2006996 9 116632459 5 3,36715 5,25E-05
rs11926147 3 54170136 8 2,5906 7,46E-05
rs9628510 22 47425790 4 2,69793 0,000127
rs2834950 21 35803265 6 3,09139 0,000236
rs931305 4 186711694 7 8,10189 0,000241
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72 SNP-markkerin joukossa oli SNP-markkereita |gb&aisesta kromosomista, eniten kro-
mosomista 2 (7 kpl) ja vahiten kromosomeista 12040 kpl). Taulukossa 13 on tarkemmin
eritelty SNP-markkereiden jakautuminen kromosonmeifiaulukkoon on laskettu myo6s joka
kromosomista valittujen SNP-markkereiden prosesititis kaikista valituista. Kromosomit 14
ja 20 jatettiin taulukosta pois, silla niista eliita yhtd&dn SNP-markkeria. Keskimaarin joka
kromosomistd&Random forestalgoritmi valitsi 4 SNP-markkeria.

Taulukko 13. Random forest -algoritmin valitsemien SNP-markkeeai jakautuneisuus kromosomeihin.

Kromo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 15 16 17 18 19 21 22 23

lkm 4 7 5 3 3 5 4 2 6 2 4 2 2 2 3 2 5 1 2 3 5§
% 56 9,7 69 42 42 69 56 2,8 83 2,8 56 2,8 2,8 2,8 42 2,8 69 1,4 2,8 4,2 6,9

Lahekkaiset SNP-markkerit tarkistettiin sen varakiauluvatko ne samaan blokkiin, ja valit-
tujen SNP-markkereiden joukosta I6ytyi kolpknk-ohjelmalla muodostettua blokkia, joista
jokaisesta oli kaksi SNP-markkeria algoritmin tlistsssa. Kahdella blokilla oli ainakin yksi
haplotyyppi, jonka logistisen regressioanalyysirugteella laskettu p-arvo oli pienempi kuin
0,01. Blokkien merkitsevimmat haplotyypit ovat takbssa 14.

Taulukko 14. Random Jungle -algoritmin avulla 16ydettyjen SNPrkkareiden joukossa olevat blokit.

SNP Kromo- Ensimmdinen Viimeinen Haplo- P-

lkm somi Alkulokus Loppulokus SNP SNP tyyppi  arvo Mukana olevat SNP:t

1 214945081 214979884 rs1416611 rs2813703 AGGCGG 0,006 rs1416620 rs2995381
13 47143354 47152997 rs7990134 rs9567906 GGA 0,161 rs7995410 rs9534995
21 35786327 35803265 rs7281771 rs2834950 AA 2E-06 rs7281771 rs2834950

Tarkeimmiksi havaittujen SNP-markkereiden hajanasympéari genomia oli positiivinen yl-

latys. Algoritmi onnistui poimimaan hyvin sellais&lNP-markkereita, jotka eivat olleet suu-
ressa riippuvuudessa keskenaan. Tama on merketavgksittaisten SNP-markkereiden vai-
kutusta testaaviin menetelmiin, kutghtestiin, jotka eivat huomioi SNP-markkereiden kesk
naisia riippuvuuksia. Menetelmén ongelmana on kiite herkkyys aineiston epéatasai-
suudelle ja tyhjien arvojen huono sietokyky, sil@iden ongelmien korjaamiseksi jouduttiin
analyysin ulkopuolelle jattamaan seka SNP-markkeetta kontrollitapauksia, ja on mahdol-
lista, etta jokin merkittava markkeri on jddnyta@igmia varten valitun markkeriotoksen ulko-
puolelle.

Yll& kuvattu ongelma voitaisiin tulevaisuudessdttéd huolellisella aineistonkeruulla,
jossa otettaisiin algoritmin vaatimukset tapaus+gerokkiryhmien koon yhtalaisyydesta huo-
mioon. Tama asettaa aineiston keruulle monenlaa#steita, jotta aineistoa koostettaessa ei
tulisi tehtya valintaa, joka saa aikaan harhaa. dythjia arvoja tulisi mahdollisuuksien mu-
kaan valttdd. Vaikka esimerkiksi Breimanin et al01@ kehittamassaR-ohjelman
randomForestpaketissa on menetelma tyhjien arvojen tayttaksiseam. havainnon keski-
arvolla tai mediaanilla, olisi tulosten luotettadém kannalta parempi valttaa tallaisia mene-
telmia ja mieluummin jattaa tyhjia arvoja sisaltéwéuuttujat analyysin ulkopuolelle.
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5 Johtopéaatokset

SNP-markkereiden valtavan maéaréan takia oli odotistsa, ettd kaikki menetelmaét Ioytaisivat
merkitsevia markkereita. Tuloksia lukiessa onkitawa kriittinen, silla ns. vaaria positiivisia
on joukossa paljon. Hylkaysvirheen kontrollointireegimia on tarjolla perinteisille analyy-
simenetelemille ja sellaista kaytettiinkj-testin ja logistisen regressioanalyysin p-arvojen
korjaamiseksi. Voidaan kuitenkin olettaa, etta regkkerit, jotka olivat kaikkien analyysime-
netelmien tuloslistojen karkipdassa, ovatkin todédisimmin oikeasti merkitsevia. Jatko-
tutkimuksia ajatellen SNP-markkereiden joukkoa anistuttu supistamaan.

Sekay’-testin etté logistisen regressioanalyysin perlistgé tuhat SNP-markkeria olivat
erittdin merkitsevia. Nama testit eivat kuitenka@a huomioon SNP-markkereiden keski-
naisia riippuvuussuhteita eivatka yhteisvaikutisstemauden puhkeamiseen. Tuhat SNP-mark-
keria on liséksi todella suuri joukko l&ahted analgsaan tarkemmin. Tamankaltaiset testit
eivat siis yksindan riitd erottelemaan niita tekfp joilla on oikeasti merkitysta sairastu-
vuuteen. Ne kuitenkin kaventavat tutkittavaa joukk@a varsinkin p-arvokuvaajien avulla
voidaan silmamaaraisesti arvioida, mistd kohtasogea mahdolliset vaikuttavat geenit tai
saatelyalueet sijaitsevat. Hylkaysvirhekontrollitkpen huomattiin, ettéd oikeasti merkitsevia
SNP-markkereita olikin vain muutama. Taméa osoitkagnka yksinkertaisen assosiaatiotestit
eivat ole yksistdan sopivia riippuvaisten SNP-markkden analyysia varten.

Haplotyyppiblokkien muodostaminen poistaa SNP-karéiden keskindisen riippuvuu-
den ongelman. Kun hyvin vahvassa riippuvuussuhteetsvat lahekkaiset SNP:t on saatu
niputettua yhteen, on tutkittava joukko jalleennaetynyt. Kuitenkin blokkien testauksen
jalkeen merkitsevia blokkeja oli yli 2 000. Kaikkidlokkien ja niiden eri haplotyyppien lapi-
kayminen olisi edelleen valtavan tyoladtiaploviewn avulla piirretyt kuvat antavat suunnan
siité4, miten blokit ovat kromosomissa jakautuneettta eivat kerro missa kohtaa ovat mer-
kitsevimmat haplotyypit. P-arvokuvaajat ovat kakslpoisia naidenkin tulosten silmamaa-
raisessa tarkastelussa ja verrattuna yksittaiseosaatiotestien p-arvokuvaajiin, merkitsevat
alueet ovat huomattavasti vahentyneet.

Tutkittavaa SNP-joukkoa on siis kytkentdepatasapaenetelmalla jalleen saatu pienem-
maksi, mutta tarkempia jatkotutkimuksia ajatelléiPSmarkkereita on silti liikaa. Vaikka jo-
kaisesta blokista valitsisi vain yhden markkerin, tatkittava joukko silti valtava. Blokkien
muodostaminen on kuitenkin yksi sopivimmista ansiyenetelmista laajojen SNP-aineis-
tojen tutkimiseen, ja yhdistettyna joihinkin muihimenetelmiin, kuten perinteiseghtestiin,
voidaan saada luotettavia tuloksia.

Random forestalgoritmi onnistui hyvin poimimaan aineistostariiereita, jotka eivat
ole riippuvaisia toisistaan. 72 tarkeimman SNP-rkark joukossa oli vain kolme paria,
jotka olivat kytkentaepéatasapainomaaritelman mukappuvaisia toisistaan. Tulos on hyvin
rohkaiseva, silla algoritmi saa tiivistettya ladganaineiston tehokkaasti. Ongelmana on ai-
neiston tasapainotus, silla algoritmi ei toimi, @likverrokkitapauksia on moninkertainen
maara sairastuneisiin nahden. Tama oli tilanne mytiselman aineiston kanssa, ja suuri
joukko kontrollitapauksia jouduttiin jattamaan jod@n opetus- ja testausaineiston ulkopuo-
lelle. Tama voitaisiin huomioida tulevaisuudessaajoeiston keruun aikana. Tassé tutkiel-
massa ongelmaa yritettiin pienentdd generoimakgtai®ri opetus- ja testausaineistoja (18
kpl), joten jokaisella kontrollitapauksella oli kiaftaiset mahdollisuudet paasta analyysiin
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mukaan. Voidaan siis olettaa, etta valitut SNP-rkark ovat merkitsevia ja vertailut perin-
teisiin menetelmiin tukevat tata ajatusta.

Verrattaessa eri menetelmien tuloslistojen 15 mwkintd SNP-markkeria (taulukot 5,
10 ja 12 seka liite 1), huomataan jonkun verramigntyyksid. Haplotyyppiblokkien karkijou-
kosta valittiin jokaisen blokin ensimmainen SNP-kkari. Kahdelle eri tuloslistalle ovat
paasseet 9 markkeria ja lahes kaikki ovat seksstisgh regressioanalyysin eti&testin
tuloslistojen karkipaassa. Kaksi SNP-markkeria olmiella tuloslistalla (rs10193128, kromo-
somi 2 ja rs7905923, kromosomi 10) ja yksi markkesb41207, kromosomi 11) on kaikkien
menetelmien mukaan merkitseva. Valitsemalla suurampoukon tuloslistojen merkitse-
vimpia markkereita yhtalaisyyksia tulee vastaavastemman. Naiden SNP-markkereiden
joukosta 12 on sek#’-testin etta logistisen regressioanalyysin 15 nteekimman SNP-
markkerin joukossa ja tuloslistat olivat muutenkiyvin samanlaisia, joten molempien testien
kayttaminen yhta aikaa ei ole jarkevaa.

Taulukossa 15 on 15 SNP-markkeria, jotka ovatebNg&hintddn kolmen eri menetelméan
tuloslistojen 40 merkitsevimman joukossa. Taulukoss ilmoitettu SNP-markkerin kromo-
somi, mahdollisen haplotyyppiblokin p-arvg:testin p-arvo, logistisen regressioanalyysin p-
arvo sek&Random forestalgoritmin tarkeysindeksin arvo. Listasta on petisl ne SNP-mark-
kerit, jotka eivat ole RF-algoritmin valitsemia Kpl). Mikali SNP-markkerille on merkitty
haplotyyppiblokin p-arvo, se on joko blokin ensimn&n tai vimeinen SNP, eli ne joilta
haplotyyppiblokin tulos puuttuu, voivat silti olzsana haplotyyppiblokkia. Assosiaatiotestien
p-arvoja ei yhteenvetotaulukoihin ole korjaBDR-menetelmalla.

Taulukko 15 Eri menetelmien tulosten yhtalaisyyksia.

Kromo. SNP LD-blokit xz-testi Log.reg. Random forest
2 rs10193128 0,000105 4,68E-05 6,20E-05 3,11726
2 rs1437352 4,80E-06 0,0001209 0,0001487 3,86258
3 rs6791039 - 4,83E-05 0,0001167 3,68753
4 rs931305 - 0,0001573 0,0002598 4,29957
5 rs10512781 0,000147 9,92E-05 0,0001472 3,53857
6 rs1744173 - 0,0001446 0,0002369 3,09684
8 rs734364 - 0,000131 0,0001658 3,34946
9 rs2006996 - 0,0001267 0,0003013 4,50474
9 rs7046415 1,80E-06 2,31E-05 5,18E-05 4,58793
10 rs7915527 - 7,58E-06  2,27E-05 4,74735
11 rs541207 0,00011 3,78E-05  4,34E-05 3,45385
13 rs7995410 - 7,87E-05 0,0001707 6,78247
17 rs319749 - 5,44E-06  2,00E-05 5,57218
19 rs4807425 - 1,96E-06  5,74E-06 6,07325
21 rs2834950 1,60E-06 3,11E-05 8,16E-05 4,31117

Tulosten yhtalaisyydet ovat melko rohkaisevia. Tkaoh 15 SNP-markkerit ovat kaikki lis&-
tutkimuksen arvoisia ja niiden voidaan olettaa u#tikvan sairauden puhkeamiseen. Menetel-
mien erilaisuudesta huolimat®andom forestalgoritmin mukaan tarkeimméat SNP-markkerit
ovat myods merkitsevia perinteisten menetelmien rank&e on osoitus algoritmin toimivuu-
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desta. Voidaan siis todeta, ettd seka RF-algoettd myos haplotyyppiblokkien muodosta-
minen ovat sopivia menetelmié laajan SNP-aineittdamiseen.

Taulukossa 16 on kromosomikohtainen yhteenvetksista muiden menetelmien kuin
Random forestalgoritmin osalta. RF -algoritmin kromosomikolsiii tulokset ovat luvussa
4.3 taulukossa 13. Taulukossa 16 on laskettu kromuos tilastollisesti merkitsevien SNP-
markkereiden lukumé&ara logistisen regressioanatypsirusteella merkitsevyystason ollessa
0,05 ilmanFDR-kontrollia ja merkitsevien SNP-markkereiden oskoemosomin kaikkien
markkereiden lukumaarastd. Kromosomikohtaiset neadilen kokonaislukuméaarat voivat
tarkistaa kuvasta 3 luvusta 2.3. Lisaksi on laskktbmosomiin muodostettujen haplotyyppi-
blokkien lukumaéara, haplotyyppien lukumé&ara, megiiten haplotyyppien lukumaéara logis-
tisen regressioanalyysin perusteella sekd merkéselvaplotyyppien prosentuaalinen osuus
kaikkien haplotyyppien lukuméaarasta.

Taulukko 16 Yhteenveto kromosomikohtaisista tuloksista.

SNPiden
Merkitsevdat Merkitsevien %osuus Haplot. Merkitsevat Merkitsevien
Kromo SNPt %osuus Blokkeja blokeissa lkm  haplot. Ikm %osuus

1 386 5,651 1222 17,89 4076 207 5,079
2 379 5,121 1285 17,36 4339 224 5,162
3 335 5,892 968 17,02 3252 148 4,551
4 312 6,621 773 16,40 2547 157 6,164
5 353 6,163 1054 18,40 3531 215 6,089
6 379 6,510 1093 18,77 3719 228 6,131
7 276 5,628 839 17,11 2833 149 5,259
8 317 5,597 1097 19,37 3754 194 5,168
9 274 6,420 780 18,28 2601 150 5,767
10 260 5,897 797 18,08 2710 148 5,461
11 297 6,901 762 17,70 2530 171 6,759
12 278 6,506 773 18,09 2577 154 5,976
13 154 5,135 519 17,31 1733 94 5,424
14 164 5,712 488 17,00 1610 87 5,404
15 161 5,681 510 18,00 1699 78 4,591
16 166 6,173 463 17,22 1511 97 6,420
17 157 5,836 462 17,17 1555 84 5,402
18 164 6,072 477 23,03 1581 74 4,681
19 119 6,471 282 15,33 935 57 6,096
20 150 6,242 429 17,85 1401 81 5,782
21 112 6,854 336 20,56 1104 69 6,250
22 100 6,281 295 18,53 998 67 6,713
23 221 6,475 572 16,76 1855 127 6,846
Yht. 5514 6,057 16276 17,88 54451 3060 5,620

Taulukosta 16 voi havaita, ettéd kromosomissa 14eaiwésti keskiarvoa enemman merkitsevia
SNP-markkereita ja haplotyyppeja. Muita keskim&igenemman merkitsevia tuloksia saa-
neita kromosomeja ovat 4, 21 ja 23. Keskimaaraigdtiemman merkitsevia tuloksia on kro-
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mosomeissa 1 ja 2, joissa on kuitenkin selvasttanememman SNP-markkereita. Myo6s kro-
mosomit 7 ja 8 saivat keskimaaradistd vahemman mseské tuloksia siitd huolimatta, etta
niiden SNP-markkereiden lukumaara on hyvin lahkdékiarvoa (n. 4 000 SNP-markkeria).
Huomattavaa on, etlRandom forestalgoritmi valitsi eniten SNP-markkereita kromossta

2 ja keskimaaraisesti kromosomista 11. Kromosontiista tuloksia tarkastelemalla mene-
telmat eivat siis anna yhdenmukaisia tuloksia.

rs10193128 rs931305
GG 38 19 GG 7
AG 48 52 mo GA 29 mo
1 1
AA 14 29 AA 64
| | | |
0% 50 % 100 % 0% 50 % 100 %
rs541207 rs2834950
CcC 8 GG 49
CA 48 mo AG 43 mo
1 1
AA 44 AA 8
| | | |
0% 50 % 100 % 0% 50 % 100 %

Kuva 12. Merkitsevimpia SNP-markkereita ja niiden terveig@isairastuneiden frekvenssit alleeleittain.

Kuvassa 12 on nelja taulukosta 15 poimittua SNPkkeaira graafisesti esitettynd. Kuvasta
nakyy, kuinka terveiden ja sairastuneiden osuuddttelevat eri alleelien valeilla. Vaaka-
palkkien keskella olevat numerot ovat terveidersgastuneiden havaintojen frekvenssit.
Tummempi vari tarkoittaa fenotyyppia O eli terveltdvaintoa, ja vaaleampi sairastunutta.
Huomattavaa on erityisesti SNP-markkerilla rs9313@5 ettad yleisimmalla alleelilla (AA)
sairastuneiden osuus on huomattavasti suurempit&oieiden.

Tulosten perusteella kromosomia 11 olisi syyt&igutarkemmin ja erityisesti SNP-mark-
kerin rs541204mparistosta. Myods kromosomin 21 markkerin rs28®49mparistossa voisi
olla sydvan syntymiseen vaikuttavia tekijoitéa. Neiidiséksi mahdollisia sydpaalttiuteen vai-
kuttavia alueita voi olla merkitsevimpien haplotpygn alueella (taulukko 8), naissa erityi-
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sesti kromosomien 2, 9 ja 21 lahekkaisten haplgiyemp vaikutus olisi hyva selvittaa. Myos
yhteenvetotaulukosta 12 olisi kannattavaa tutkrealan sellaiset SNP-markkerit, jotka ovat
my0s osana haplotyyppiblokkia.

Tassa tutkielmassa kaytetyt analyysimenetelmatstanwmat vaihtelevasti valikoimaan
laajasta joukosta SNP-markkereita sellaisia, jot&guttaisivat syovan syntymiseen. Huo-
mattiin, etta erityisesti sellaiset perinteiset etetmat, joissa oletuksena on muuttujien riip-
pumattomuus, eivat olleet sopivia SNP-markkereidgkimiseen. Tallaisia menetelmia voi-
daan kuitenkin kayttad uudempien menetelmien rianklyés uudemmissa menetelmissa oli
heikkouksia, vaikka ne ovatkin suunniteltu SNP-mtogen tutkimista varten. Kuitenkin hap-
lotyyppiblokkien muodostaminen fRandom forestalgoritmin kaltaiset menetelmét ovat lu-
paavia SNP-aineistojen analysointia varten. Uusaetelmia kuitenkin julkaistaan jatkuvas-
ti, joten kriittisia tarkasteluja olisi syyta tehtldlevaisuudessakin.

34



Lahteet
Agresti, A. (1990): "Categorical Data Analysis” hioWiley and Sons, IncUSA.

Akey, J., Jin, L. & Xiong, M. (2001), "Haplotypes \single marker linkage disequilibrium
tests: what do we gain?European Journal of Human Genetic 291-300, Nature
Publishing Group, Iso-Britannia.

Barret, J. C., Fry, B., Maller, J. & Daly, M. J.0@5), "Haploview: analysis and visualization
of LD and haplotype mapsBioinformatics 21:2, 263—-265, Oxford University Press,
Iso-Britannia. Saatavilla Internetistittp://www.broad.mitt.edu/mpg/haploview

Benjamini, Y. & Hochberg, Y. (1995), "Controllindgne false discovery rate: A practical and
powerful approach to multiplle testing'Journal of the Royal Statistical Socie8gries
B (Methodological), 57:1, 289-300, Iso-Britannia.

Botstein, D. & Risch, N. (2003), "Discovering geyoés underlying human phenotypes: past
successes for mendelian disease, future approdonesomplex diseases’Nature
Genetics 33, 228-237, Nature Publishing Group, Iso-Britann

Breiman, L. (1996), "Bagging predictors'Machine Learning 24, 123-140, Kluwer
Academic Publishers, Boston.

Breiman, L. (2001), "Random ForestMachine Learning 45, 5-32, Kluwer Academic
Publishers, Boston.

Breiman, L., Cutler, A., Liaw, A. & Wiener, M. (20}, "Package 'randomForest”. Saatavilla
Internetistahttp://cran.r-project.org/web/packages/randomForest/index.html

Cantor, R. M., Lange, K. & Sinsheimer, J. S. (201Bjioritizing GWAS results: A review of
statistical methods and recommendations for thgptieation”, The American Journal of
Human Genetics8, 6—-22, Elsevier Inc., USA.

Coallins, F.S., Morgan, M. & Patrinos, A. (2003), urkhan Genome Project: Lessons from
large-scale biology’scienceg(Vol. 300, no. 5617), 286—-290, American Association
the Advancement of Sience, USA.

Deng, H.-W., Li, J. & Recker, R. R. (2001), "LODose exclusion analyses for candidate
genes using random population sample&nnals of Human Geneti®5:3, 313-329,
Iso-Britannia.

Efron, B. (1979), "Bootstrap methods: Another loak the Jackknife”,The Annals of
Statistics(Vol. 7, no. 1), 1-26, Institute of Mathematicahtsstics, USA.

Engle, L. J., Simpson, C. L. & Landers, J. E. (2008Jsing high-throughput SNP
technologies to study cance®©ncogene25, 1594-1601, Nature Publishing Group, Iso-
Britannia.

35



Gabriel, S. B., Scaffner, S.F., Nguyen, H., ModreM., Roy, J., Blumenstiel, B., Higgins, J.,
DeFelice, M., Lochner, A., Faggart, M., Liu-Cordef& N., Rotimi, C., Adeyemo, A.,
Cooper, R., Ward, R., Lander, E. S., Daly, M. JABshuler, D. (2002), "The Structure
of Haplotype Blocks in the Human GenomeSciencgVol. 296, no. 5576), 2225-2229,
American Association for the Advancement of Siefd®A.

Hastie, T., Tibshirani, R. & Friedman, J. (200I)h& Elements of Statistical Learning: Data
Mining, Inference and Prediction”, Springer-Verlagw York.

Lewontin, R. C. & Kojima, K. (1960), "The evolutiary dynamics of complex
polymorphisms"Evolution 14, 450-472, Society for the Study of Evolution.

Lunetta, K. L., Hayward, L. B., Segal, J. & van &&awvegh, P. (2004), "Screening large-scale
association study data: exploiting interactionshngsiandom forests’'BMC Genetics
5:32, BioMed Central Ltd.

Ollikainen, V. & Uimari, P. (2004), "Geenikartoitogas”, CSC — Tieteellinen laskenta Oy
Espoo.

Purcell, S., Neale, B., Todd-Brown, K., Thomas,Hefreira, M. A. R., Bender, D., Maller, J.,
Sklar, P., de Bakker, P. I. W., Daly, M. J. & Shdm,C. (2007), "PLINK: a toolset for
whole-genome association and population-baseddmlkenalysis” American Journal of
Human Genetics 81, 559-575, Elsevier Inc., USA. Saatavilla Inggista:
http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell /plink/

Schwarz, D. F., Kénig, I. R. & Ziegler, A. (20100Qn Safari to Random Jungle: A fast
implementation of Random Forest for high dimendialza”, Bioinformatics(Vol. 26,
14th ed.), 1752-1758, Oxford University Press. &aléd Internetista:

http://www.randomjungle.org/rjungle/

Watson, J. D. & Crick, F. H. C. (1953), "Moleculatructure of Nucleic Acids: A Structure
for Deoxyribose Nucleic Acid"Nature (Vol. 171, no. 4356), 737-738, Macmillan
Journals Limited, Iso-Britannia.

36



Liitteet

Liite 1. y*testin15 merkittavinta SNP-markkeria.

Kromosomi SNP lokus Al-emas A2-emas xz-testisuure p-arvo

17 rs8066558 27296992 A C 166,6 4,17E-38

10 rs7905923 109663117 G A 22,9 1,70E-06

1 rs12123980 8594533 A C 22,8 1,80E-06

19 rs4807425 3180224 A G 22,64 1,96E-06

17 rs319749 28596020 A G 20,68 5,44E-06

10 rs4255475 48144906 A C 20,4 6,27E-06

10 rs7915527 109721574 A G 20,04 7,58E-06

18 rs965174 54995424 A G 19,04 1,28E-05

9 rs7046415 80670516 G A 17,91 2,31E-05

21 rs2834950 35803265 A G 17,35 3,11E-05

4 rs11937144 5927924 A G 17,26 3,26E-05

21 rs2834650 35131970 A G 17,2 3,37E-05

11 rs541207 63881718 C A 16,98 3,78E-05

9 rs12336488 9218107 G A 16,64 4,53E-05

2 rs10193128 233695966 A G 16,57 4,68E-05

Liite 2. Kromosomin 5 haplotyyppiblokki, jossa on 14 SNP-kharia.
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Liite 3. Kromosomi 11 haplotyyppiblokkien p-arvokuvaaja.
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